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 استان در كيست هيداتيك گوسفندي سويه هاي مولد بررسي مولكولي

  ا استفاده از پلي مورفيسم قطعه طولي محدودچهارمحال و بختياري ب
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  :مقدمه

اكينوكوكوس بيماري هيداتيدوزيس ناشي از 
، يكي از )Echinococcus grannulosus (گرانولوزوس

است كه در مشترك انسان و دام مهمترين بيماريهاي 

 در اغلب اين بيماري. بسياري از مناطق دنيا شايع است

  ولاً درـــي كه معمـ بخصوص نواحي روستايايراناط ــنق

  
صورت غير بهداشتي و  هــا مواد زائد كشتار دامها بــآنج

  .)1- 3(وجود دارد ناصحيح دفع مي شود 

  :چكيده
ستودهاست كه در بدن س از رده اكينوكوكوس گرانولوزوس كيست هيداتيك مرحله لاروي كرم :زمينه و هدف
 استرين هاي متفاوتي تاكنون از اين انگل. از پستانداران ايجاد بيماري اكينوكوكوزيس مي نمايدانسان و تعدادي 

. ردگذاب راثبيماريزائي كيست هيداتيك  و  اپيدميولوژي براسترينها ممكن است كه اين تنوع  گزارش شدهدر دنيا
با استفاده از روش محال و بختياري چهارهاي گوسفندي در استان   ايزولهاسترين هايهدف از اين مطالعه بررسي 

PCR-RFLP )Polymerase Chain Reaction- Restriction Fragment Lengh Polymorphism (بود.  
از كشتارگاههاي  1383در سال  نمونه كيست هيداتيك با منشاء گوسفندي 30 بدين منظور تعداد : بررسيروش

با استفاده از ژنومي پروتواسكولكسهاي كيست هيداتيك  DNAاستخراج  پس از .سراسر استان جمع آوري گرديد
rDNA-ITS، ناحيه روش فنل كلروفرم

1 )ribosomal DNA-Internal Transcriibed Spacer1(  هر كدام از ايزوله ها با
 سپس محصولات بدست آمده توسط چهار. تكثير گرديد BDI،s 4 (Reverse) (Forward) استفاده از پرايمرهاي

و هضم آنزيمي با استفاده از ژل پلي اكريل  PCRت  و محصولاديد هضم گرTaq1, HpaII, Rsa1, Alu1 آنزيم
   .شدآميزي  رنگ هآميد الكتروفورز و توسط روش نيترات نقر

rDNA-ITS اندازه قطعه  طبق نتايج بدست آمده:يافته ها
پس از هضم آنزيمي با .  بودbp1000،  تكثير يافته1

آنزيم و  bp 345 و bp655 قطعاتي با اندازه RSal آنزيم با bp200 و bp800 اندازه قطعاتي با،  ALu1آنزيم
HpaII قطعات با اندازه bp700 و bp 300آنزيم با استفاده از.  بدست آمد Taq1  تغييري در اندازه حاصل نشد و
  . در الكتروفورز مشاهده شدbp 1000 با اندازه هقطع

 دادند كه سويه گوسفندي كيست هيداتيك غالب در استان چهارمحال و  نتايج بدست آمده نشان:نتيجه گيري
  . است كه مطابق با سويه شايع ايران و جهان مي باشدG1بختياري ژنوتيپ 

  
D  . سويهتشخيص مولكولي، ، پروتواسكولكس،كيست هيداتيكآنزيم هاي محدود الاثر،  :كليديواژه هاي 
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ر ايران از سگ، شغال و كرم بالغ اين انگل د

 هاي متعدد  نتايج بررسي.)4- 6(ت ده اســشجدا گرگ 

 وماً درــ كه كيست هيداتيك عمهدادان ـدر كشور نيز نش

و  )7،1(دامهاي اهلي مانند گوسفند، گاو و شتر يافت 

موارد انساني نيز بطور مداوم از ساكنين استانهاي مختلف 

   ).3(ه است ديكشور گزارش گرد

استان چهارمحال و بختياري به خاطر شرايط 

اقليمي ويژه، وجود شغل دامپروري در سطح گسترده و 

 سگ توسط دامداران و روستائيان جزء منطقه نگهداري

شيوع .  مي باشدهيداتيكخطر از نظر ابتلاء به كيست  پر

بالاي كيست هيداتيك در مقايسه با ديگر نقاط كشور و 

همچنين مناطق مختلف دنيا در شهرستان لردگان نشان 

   ).8 (داده شده است

معمولاً در مناطقي كه بيماري اندميك اسـت، از        

 تنــــوع ژنتيكــــي نــــسبتاً زيــــادي در ،لــــوژينظــــر بيو

ــود دارد  ــوزوس وجــ ــوس گرانولــ  ).10،9 (اكينوكوكــ

 ،مطالعات متعـدد ثابـت نمـوده كـه در ايـن گونـه منـاطق          

هــاي بــه صــورت كمپلكــسي از اســترين اكينوكوكــوس

  ممكـن اسـت    كه اين تنوع)12،11 (مختلف وجود دارد

 اثـر بيماريزائي كيست هيـداتيك      و   وي اپيدميولوژي ر بر

علاوه بر اين دلايلي وجود دارد كـه برخـي      . )13( ردگذا

هــا،  ر اسـترين ــ ـهـا بـراي انـسان نـسبت بـه ساي      رينــ ـاست

 ژنوتيپ مجزا 9تاكنون  ).11 (بيماري زايي بيشتري دارند

)G1-G9 (   ولي بـا اسـتفاده ازروشـهاي مولك ـ       از اين انگـل 

 چنـدين   هـا از   اين اسـترين   ).14،15(شناسائي شده است    

ــتراليا، چــين  كــشور از  ــه اس ــستان و جمل ) 17،16،15(له

با توجه به اينكه تـاكنون مطالعـه اي در          . گزارش شده اند  

هاي موجود در استان چهارمحـال      مورد شناسايي استرين    

بـا هـدف   سـي  راين برايران انجام نشده است،  تياريو بخ

  .انجام شدگوسفندي اين منطقه هاي شناسايي استرين 

  

  : بررسيروش

 مورد كيست هيداتيك با 30 تعداد ::::نمونه هانمونه هانمونه هانمونه هاجمع آوري جمع آوري جمع آوري جمع آوري 

  از كشتارگاههاي  1383در سال منشاء گوسفندي 

   تحقيقاتمركز  آزمايشگاه و بهآوري سراسر استان جمع

  

 علوم پزشكي شهركرد منتقل سلولي و مولكولي دانشگاه

هر كيست با سرنگ استريل آسپيره پس محتويات س. دش

ر وجود پروتواسكولكس مايع آسپيره شده از نظگرديد و 

 چنانچه پروتواسكولكس در مايع وجود .بررسي گرديد

داشت چند بار با سرم فيزيولوژي استريل شستشو داده 

 درصد 75شد و در نهايت پروتواسكولكس ها در الكل 

  .نگهداري شدند

سه بار ها را   ابتدا پروتواسكولكس:::: ژنومي ژنومي ژنومي ژنوميDNAاستخراج استخراج استخراج استخراج 

 ژنومي DNAسپس با آب مقطر استريل شستشو داده و 

 و SDSنمونه ها با استفاده از روش هضم انگلي در 

 و استخراج با روش فنل كلروفرم و رسوب Kپروتئيناز 

  به رسوب حاصل  ).18 (استحراج گرديداتانل 

 ميكروليتر آب مقطر استريل اضافه 50-100مقدار 

  . درجه سانتي گراد نگهداري شد-20گرديده و در دماي 

ITS از قطعه bp 1000لي به طول  توا::::    PCRانجام انجام انجام انجام 
1-rDNAاز   با استفاده 

BDI:5′--GTCCTAACAAGGTTTCCG TA-3′ (Forward) 

 )15(  (Reverse) 4s:5′-TCTAGCGTTCGAA(G/A)TGTCGATG-3′  

ترموسايكلر ساخت شركت سيناژن و به كمك 

)Techne (تكثير شد.  

ITSقطعه 
 و قسمت s18 شامل مقداري از ژن 1

ريبوزومي  rDNAربوط به ژنهاي  مs8/5اعظم ژن 

بهينه  براي هر نمونه پس از PCRمخلوط . انگل است

 ميكروليتر 25به ميزان كردن غلظت هاي اجزاء آن 

 3 به ميزان Mgcl2 ، واحد1 به ميزان TaqDNAحاوي 

 1به ميزان  4s و BDI ميكروليتر، پرايمرهاي

 بافر ، ميكروليتر1 به ميزان DNAميكروليتر، 

PCR×10ميكروليتر و 5/2ه ميزان  ب mix dNTP به 

پس از تهيه مخلوط . تهيه گرديد ميزان يك ميكروليتر

PCR با تنظيم دستگاه ترموسايكلر روي برنامه چرخه 

  : انجام شدDNAحرارتي زير عمل تكثير 
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 3 به مدت    cْ95 با دماي    ، ابتدايي denaturationمرحله  -1

  دقيقه

  

   دقيقه1 به مدت cْ95با دماي  denaturation مرحله - 2

    دقيقه1 به مدت cْ55با دماي ، annealing مرحله - 3

 دقيقه 5/1 به مدت cْ72 با دماي extension مرحله - 4

  .)ند سيكل تكرار شد30، 4- 2مراحل (

 3 به مدت cْ72 با دماي انتهايي extensionمرحله  - 5

   بدست آمده بروي ژل PCRسپس محصول  ،هـــدقيق

 و توسط روش هد الكتروفورز گرديدپلي اكريل آماي

  .نيترات نقره رنگ آميزي شد

        
        ::::هضم اندونوكلئازيهضم اندونوكلئازيهضم اندونوكلئازيهضم اندونوكلئازي

 TaqI و Alu1 ،RsaI،HpaIIاز چهـار آنـزيم   

 ،AG/CTكه به ترتيب تـوالي هـاي        ) شركت سازنده (

GT/AC ،C/CGG  وT/CGA   ــد را شناســايي مــي كن

اسـتفاده گرديـد     PCRبراي هـضم آنزيمـي محـصول        

 ميكروليتر انجـام   20در حجم   هضم آنزيمي   ). 20،19(

بـافر   ميكروليتـر مربـوط بـه        2مي شد كه از اين حجم       

 1 و PCR ميكروليتـــر محـــصول 10مناســـب آنـــزيم، 

آنزيم مربوطه بـوده كـه بـا آب         )  واحد 10(ميكروليتر  

 سـپس   .شـد   ميكروليتـر رسـانده    20مقطر استريل حجم بـه      

پيشنهاد كارخانه  (محتوي واكنش آنزيمي در دماي خاص       

 ايـن دمـا   .  ساعت انكوبه گرديد   24 به مدت    )زنده آنزيم سا

ــورد آنــزيم هــاي    درجــه HpaII Alu1،RsaI  37در م

 .بود درجه سانتيگراد TaqI 65سانتيگراد و در مورد آنزيم 

 پس از طي زمان انكوباسيون پيـشنهادي محـصول فـوق بـر     

 و الكتروفـورز شـده     درصـد  40وي ژل پلي اكريل آمايد      ر

رات نقــره بانــدهاي حاصــل ظهــور و بــا رنــگ آميــزي نيتــ

        .ندبررسي گرديد

        

  :يافته ها

rDNA-ITS ناحيه   PCRحصولات  م
 30 مربـوط بـه    1

شان داد كـه طـول   نمورد كيست هيداتيك با منشاء گوسفندي  

  ).1تصوير شماره ( د بوbp 1000اين قطعه در تمام نمونه ها 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

هاي  نمونهPCRمحصولات  :1تصوير شماره 
ل  بر روي ژ كيست هيداتيك گوسفندياسكولكسپروتو

  .%40 پلي آكرالاميد
: 1ورد بررسي، ستون شماره منمونه 2-11 شماره هايستون-

  .كنترل منفي: 12 شماره ، ستونbp 100ماركر با وزن مولكولي 
  

   ناحيهPCR محصول RFLPگوي ال           

rDNA-ITS
در م آنزيمي ـــ تمام كيست ها پس از هض1

  با آنزيم برش  نمونه ها يكسان بود به طوري كه تمام
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زي لئاكئوالگوي به دست آمده حاصل از هضم آندو :2تصوير شماره 
rDNA-ITS  از ناحيهPCR bp 1000محصول 

كيست هيداتيك  1
  .%40روي ژل آكريل آميد بر  ALU1گوسفندي با آنزيم 

ماركر : 1شماره مورد بررسي، ستون نمونه 2-11هاي شماره ستون

  ثبتكنترل م: 12 شماره ، ستونbp 100با وزن مولكولي 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

الگوي به دست آمده حاصل از هضم آندوئوكلئازي  :3شماره  تصوير
rDNA-ITS از ناحيه PCR bp 1000محصول 

 كيست هيداتيك 1
     %.40 آميدروي ژل آكريل   بر  HpaIIگوسفندي با آنزيم 

: 1مورد بررسي، ستون شماره نمونه 2-11 هاي شمارهستون-
  .كنترل مثبت: 12 شماره ، ستونbp 100ماركر با وزن مولكولي 

  
  

  وbp 800 و قطعات حاصل با اندازه Alu1دهنده 

bp200)  با آنزيم برش دهنده ، )2تصوير شمارهHpaII و 

   ،)3شماره تصوير( bp300  و bp 700دازه ــقطعات با ان

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

الگوي به دست آمده حاصل از هضم  :4شماره  تصوير
rDNA-ITS از ناحيه PCR bp 1000زي محصول لئاكئوآندو

كيست  1
   .%40روي ژل آكريل آميد بر   RSa1آنزيمهيداتيك گوسفندي با 

: 1مورد بررسي، ستون شماره نمونه 2-10هاي شماره ستون-
  .بتكنترل مث: 11، ستون شماره bp 100 ماركر با وزن مولكولي

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

الگوي به دست آمده حاصل از هضم آندوئوكلئازي  :5شماره  تصوير
rDNA-ITS از ناحيه PCR bp 1000محصول 

 كيست هيداتيك 1
   .%40روي ژل آكريل آميد بر   Taq1 گوسفندي با آنزيم

: 1مورد بررسي، ستون شماره نمونه 2-11هاي شماره ستون-
  . كنترل مثبت:12 شماره ، ستونbp 100 ماركر با وزن مولكولي

 

  
    قطعــات حاصــل بــا انــدازهRsaIبــا آنــزيم بــرش دهنــده 

bp 655 و  bp 345 ) هضم آنزيمي بـا  و) 4تصوير شماره 

ــده    ــرش دهن ــزيم ب ــوم    Taq1آن ــروي ژن ــي ب ــيچ برش  ه

  پروتواســكولكس ايجــاد ننمــوده و قطعــه حاصــل انــدازه

bp 10005تصوير شماره (اشت  د.(  

  

  :بحث

ــن مط ــتفاده از روش  در اي ــا اس ــه ب ــه PCRالع ، ناحي

rDNA-ITS
ــكولكس1 ــست    پروتواس ــده از كي ــاي جداش ه

هيداتيك گوسفندي تكثير داده شد و پس از الكتروفـورز و            

رنگ آميزي طول قطعه تكثير شده در تمام نمونه ها يكـسان            

 و همكـاران    Bowles هـاي     كه با يافته    بود bp 1000و برابر   

ــالهاي  ــش1994 و 1993در س ــت م ــين  .ابه اس ــن محقق  اي

rDNA-ITSاندازه قطعه   
 براي  PCR تكثير يافته با روش      1
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 kb 1 و kb9/0 را G1ايزوله هـاي گوسـفندي بـا ژنوتيـپ       

ــد  ــزارش نمودنـ ــدي و  ). 22،21،14 (گـ ــين احمـ همچنـ

ــاران  ــاران  ) 23(همكـ ــهنازي و همكـ ــايج ) 24(و شـ   نتـ

  

 ايزوله هـاي گوسـفندي در ايـران    PCRمشابهي در مورد   

  .بدست آوردند

ــوي  ــصول RFLPالگــــ ــهPCR محــــ    ناحيــــ

rDNA-ITS1   تمام كيست هاي گوسفندي پس از هـضم 

 در تمـام نمونـه هـا        Alu1آنزيمي با آنـزيم بـرش دهنـده         

 bp200  وbp 800يكسان بوده و قطعات حاصل با انـدازه     

ــا الگــوي   حاصــل شــد ــه ب ــهPCR-RFLPك ــاي   ايزول ه

  .)17،1(  يكسان مي باشدG1با ژنوتيپ گوسفندي 

   ناحيهPCR محصول RFLPوي ـــالگ

rDNA-ITS
 تمام كيست هاي گوسفندي پس از هضم 1

 در تمام نمونه ها RsaIآنزيمي با آنزيم برش دهنده 

 bp 345 و bp 655يكسان بوده و قطعات با اندازه 

هاي   ايزولهPCR-RFLP كه با الگوي  شدحاصل

). 16،1 ( يكسان مي باشدG1پ گوسفندي با ژنوتي

 در HpaIIهضم آنزيمي با آنزيم برش دهنده متعاقب 

 حاصل bp300  و bp 700 با اندازه يتمام نمونه ها قطعات

 اــهاي گوسفندي ب  ايزولهPCR-RFLP كه با الگوي شد

  ). 25،24،23 ( يكسان مي باشدG1ژنوتيپ 

 Taq1هضم آنزيمي با آنزيم برش دهنده       پس از   

 ژنـوم   وي ر بـر ام نمونه هـا ايـن آنـزيم هـيچ برشـي             در تم 

ننموده كه ايـن نتيجـه بـا الگـوي          پروتواسكولكس ايجاد   

PCR-RFLPــه ــفندي بــا ژنوتيــپ      ايزول  G1هــاي گوس

  ). 25،24،23( ديكسان مي باش

با توجه به الگوي الكتروفورزي و نتـايج بدسـت          

آمـــده چنـــين بـــه نظـــر مـــي رســـد كـــه ســـويه غالـــب 

E.granulosusــال و   در گو ــتان چهارمحــ ــفندان اســ ســ

 G1سويه غالب در دنيا و ايـران ژنوتيـپ           بختياري همانند 

گـردد در مطالعـات بعـدي اسـترين           لذا توصيه مـي    .باشد

مربوط بـه نمونـه هـاي انـساني كيـست هيـداتيك تعيـين               

  .گردد
  

  :تشكر و قدرداني
بدينوسيله از تمامي كساني كه ما را در ايـن طـرح يـاري               

هزينـه انجـام ايـن تحقيـق توسـط         .درداني مي گـردد   نمودند ق 

  .دانشگاه علوم پزشكي شهركرد تامين گرديده است
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